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A REAÇÃO DE ROFFO E O COLESTEROL E AS GORDURAS
NO SôRO DOS CANCEROSOS ~
Dr.. HEITOR eIRNE I.IlIA
1.° Assistente da s.a cadeira de Clinica medica.
o desejo de não deixar de concorrer á jus·o
tissima homenagem <rue é prestada ao eminen-
te Prof. Roffo, ilustre diretor do Instituto
de Medicina Experimental de Buenos Aires,
levou-nos á publicação destas notas, antes mes-
mo que nos tivesse sido possivel reunir nume-
ro suficiente de observações.
Inevitavel demora na realização do traba-
lho, consequencia de dados acidentalmente ine-
xatos e involuntariamente assim fornecidos,
foi a causa determinante da escassez de obser-
vações.
A' gentileza do Dr. A. E. Roffo Jr. de-
vemos, em grande parte, a conclusão, a tem-
po, desta publicação.
I
o diagnostico precoce do cancer, condição
indispensavel á terapeutica util, constitúe, sem
duvida, um dos palpitantes problemas da me-
dicina moderna.
Procurando, ao mesmo tempo, prestar ho-
menagem ao merito incontestavel de Roffo e
contribuir, de algum modo, ainda que modes-
tissimamente, para o esclarecimento desse as-
16 ~ R. C.
sunto, sempre de atualidade, decidimos estudar
a reação do vermelho neutro que, dentre as
reações propostas para o diagnostico do ter-
rivel mal, é das mais valiosas, sinão mesmo
a de maior valor.
Realmente. Reação de terreno, como po o
de ser caracterizada, possúe a feição notave1
de apresentar porcentagem de positividade
mais elevada nos tumores internamente loca-
lizados, isto é, naqueles que são os de mais
difícil diagnostico seguro e precoce (1).
II
A reação de Roffo.
T éCinica : A técnica da reação do verme-
lho neutro, conquanto sobejamente conhecida,
merece descrição e considerações especiais, da-
da a diversidade com que aparece descrita em
varias publicações e devido ainda aos particu-
lares cuidados que reclama.
* Trabalho publicado no Livro de Ouro
oferecido ao Professor Angel H. Roffo, de
Buenos Aires, por ocasião de seu jubileu pro-
fissional.
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Cinco gotas de solução a 1 por 1.000 em
agua destilada, de vermelho neutro de Gruebler
em 1 e em 2 cc. de sôro, - eis o que acon-
selham colaboradores do Instituto de Medici-
na Experimental de Buenos Aires (2).
Investigações ulteriores, entretanto, levam
á indicação diferente. A técnica atualmente
utilizada requer o acrescimo de 0,26 cc. da so-
lução a 1 por 1.000, em agua destilada, de ver-
melho neutro de Gruebler a 1 cc. do sôro em
exame (3) . Este deve ser bem limpido, sem
traços de hemólise.
A reação deve ser feita, após retração do
coagulo, vinte e quatro horas depois da extra-
ção do sangue. Esta, por sua vez, deve obe-
decer a regras determinadas, que procuram
impedir, com todo o rigor, possiveis modifi-
cações do equilíbrio quimico do sangue, de-
vendo este ser retirado em seringas secas e
colocado, sob parafina liquida, em tubos secos.
A constrição intensa e prolongada do braço,
com o intuito de facilitar a extração do san-
gue, deve, quanto possivel, ser evitada (4).
São estes, em linhas gerais, os cuidados exi-
gidos pela técnica, presentemente utilizada, da
reação de Roffo.
Um erro tipografico em um trabalho de
Roffo (5) levou-nos a efetuar com técnica
falha algumas reações, até que estudo poste-
rior de Corrêa (6), descrevendo técnica di-
versa, fez que solicitassemos informações pre-
cisas ao ilustre amigo Dr. A. E. Roffo Jr.,
que prontamente nos enviou os necessarios es-
clarecimentos. A esse erro, no entanto, de-
vemos a verificação de fatos que se prestam
a interessantes interpretações e que constitui-
rão parte integrante desta comunicação.
T ests para referir a reação de Roffo: Da-
das as dificuldades opticas, por vezes presen-
tes na avaliação precisa a olho desarmado do
sinal da reação, Roffo propoz sucessivamen-
te o test colorimetrico e o test fotometrico
(7), para com eles obter maior precisão na
leitura dos resultados. O primeiro consiste
na comparação por meio do colorimetro, do
sôro adicionado da solução de vermelho neu-
tro com soluções padrões, adrede preparadas,
constituidas por soluções Mll3 de Na H2P04
e Na2HP04 misturadas segundo a tabela de
MichaeHs e correspondel1do respectivamente a
Ph 7, 65, 8, 20, e 8,80. Baseia-se o test
nas modificações de côr, em relação com o
Ph, das soluções de vermelho neutro. Roffo,
porem, utiliza e aconselha o emprego do fo-
tometro de Pulfrich como elemento verifica-
dor, não só do sinal, como do gráu de positivi-
dade da reação. Com o filtro 557 e a cuba de
2,44 mm. de espessura, fornecerão as reações
negativas leituras de tambor superiores e as po-
sitivas leituras inferiores a 50, e, nestas ulti-
mas, leituras tanto mais inferiores, quanto maior
fôr o seu gráu de positividade.
A1ecanisl1w de reação de Roffo: Como a téc-
nica, a explicação intima da reação do verme-
lho neutro sofreu. evolução apreciavel. Em
1925, (8), Roffo a atribuia possivelmente á
"existencia no sôro de uma substancia de or-
dem quimica, capaz de produzir modificações
fisico-quimicas de adsorção". Já naquela epo-
ca, como ainda presentemente, se verificava a
pouca relação existente entre Ph. do sôro e
sinal da reação (9). Quanto ao C02 (natu-
ralmente Ph. e C02 despertaram, desde o ini-
cio, a atenção dos pesquizadores, dada a na-
tureza do corante) foi constatado que sua in-
fluencia é menos quantitativa e mais relati-
va ao estado de liberdade ou de combinação,
em que se encontrar (10). O papel das pro-
teinas e lipoides, a principio quasi desprezado,
( 11) foi, aos poucos, se impondo, e atualmen-
t~ Roffo assinala aos segundos papel primor-
dial, e ás globulinas, parte integrante das pri-
meiras, o maior valor na produção da reação
que tem o seu nome (12). O aumento da ta-
xa de lipoides - modificação de ordem qui-
mica - provoca redução do poder tampão do
sôro -- alteração fisico-quimica, - condição
indispensavel para que a reação seja positiva.
O aumento de lipoides acarreta a referida re-
dução, atuando sobre o coeficiente de solubi-
lidade do C02. Por outro lado, a precipitação
das globulinas modifica o sinal da reação e
As gorduras In-o sôro dos cancerosos e a rea-
ção de Roffo
o quadro abaixo, apezar do numero redu-
zido de observações, demonstra a nenhuma re-
lação entre o extrato total das su.bstancias gor-














esta se apresenta positiva em animais, cujo
sôro é rico em globulinas. Tais fatos e ain-
da as taxas elevadas das referidas proteinas,
que se encontram no sôro dos cancerosos, per-
mitem se lhes atribúa o maior valor no me-
canismo intimo da reação. Em linhas gerais.
é esta a atual concepção, logica e rigorosamen-
te cientifica, da genese da reação de Roffo.
III
o colesterol no sôro dos cat'"cerosos e a rea-
ção de Roffo.
Em nossas observações, procuramos estudar
as relações da colesterolemia com o sinal e o
gráu de positividade da reação de Roffo.
Tal interesse é perfeitamente justificado pe-
lo que já referimos a respeito do papel pri-
mordial dos lipoides na produção da reação e
ainda pela importaneia crescente das varia-
ções das taxas sanguinea e teddual do coles-
terol no terreno canceroso, como se deduz dos
notaveis trabalhos de Roffo e sua escola (13).
A exiguidade de tempo e a consequente es-
cassez de observações impedem-nos, no en-
tanto, de formular conclusões seguras.
o numero de reações positivas é muito re-
duzido, apezar de consideravel, nos casos es-
tudados, a porcentagem dos de cancer. A ne-
gatividade, que se apresenta em proporção ele-
vada, é devida provavelmente ao fato de ter-
mos executado a reação em grande numero
de doentes, recolhidos ao serviço de curiete-
rapia do professor Moysés Menezes, portado-
res de tumores externos em alta porcentagem.
Nota-se, contudo, que a hipercolesterolemia,
aliás frequente nos casos observados, não é
elemento indispensavel, nem suficiente, para
q'Ue sej a positiva a reação. Ha alguns casos
de reação positiva, com taxas reduzidas de
colesterol, e varios, de negativa, com conside-






































Era nossa intenção investigar ainda a influ-
encia das variações da taxa das gorduras so-
bre o test fotometrico da reação.
O fotometro de Pulfrich, com efeito, me-
de a absorção de luz, absorção esta que é fun-
ção principalmente da espessura da cuba uti-
lizada e da intensidade de côr e turvação do
liquido a examinar. Este aparelho difere, pois,
essencialmente, do colorimento, de vez que
atúa simultaneamente como colorimetro e co-
mo nefelometro. E' por esta razão qu.e, quan-
do se utiliza o fotometro para medições colo-
rimetricas, se deve ter o maior cuidado na
filtração dos liquidos, para evitar, dessa forma,
o erro que decorreria de possivel turvação.
Ora, os sôros hiperlipemicos são turvos, che-
gando mesmo, quando é muito elevado o seu
conteúdo em lípidos, a apresentar aspecto opa-
lescente. A' primeira vista, por conseguinte,
dadas as possiveis modificações da turvação
do sôro, se poderia pensar na desigualdade
provavel dos resultados oferecidos,por vezes,
pelos dois tests e, mesmo, em erros dependen-
tes de maior absorção de luz no fotometro,
pela turvação e não pela intensidade de cór
do sóm em exame.
Em nossas observações, os sôros se mostraram
límpidos, como se poderá verificar pelos al-
garismos seguintes, que representam as leitu-
ras fotometricas do sôro, antes da adição do
corante: 89, 89, 90, 90, 88, 92, 82, 83, 90, 88,
85, 85, 92, 80, 78, 75, 93, 86, 89, 90.
Convém salientar que, em todos os casos,
nos quais foi possivel a avaliação do extrato
total das gorduras do sóro, estas mostraram
aumento consideravel, sómente em dois casos,
como se poderá verificar pelo Quadro N.o 2.
Si nesses dois casos, entretanto, a leitnra fo-
tometrica foi relativamente pouco elevada, ou-
tro houve, no qual a absorção de luz, quasi
equivalente, coincidiu com taxa muito menos
elevada das substancias gordurosas.
Interessante ainda é o estudo das taxas de
colesterol e gorduras e sua influencia sobre a
reação do vermelho neutro.
Veja-se o quadro abaixo:









A' hipercolestero!emia corresponde, em
alguns casos, taxa normal e, em outros, taxa
elevada de gorduras. Por igual, a colesterole-
mia normal coincide com quantidades varia-
veis de substancias gordur.osas. O coeficien-
te lipocitieo qne, de acordo com os estudos de
Roffo (15), se encontra alterado no cancer,
apresenta aqui no sóro, modificações sensi-
veis, porém, não uniformes (16).
Não é demais, enfim, qu.e se atente para a
relação existente entre as taxas de colesterol
e gorduras e as leituras fotometricas do sôro.
Eis o respectiv.o quadro:








Nota-se, nesse quadro, que um caso houve,
de resto já acima referido, no qual a absorção
de luz, acentuada, intensa mesmo, coincidiu
com taxa pouco elevada de gorduras; agora,
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é de fazer-se ressair que, nesse caso, precisa-
mente, a mais alta taxa de colesterol se regis-
trou.
v
A proposito dessa possível influencia da tur-
vação do sôro sobre .o test fotometrico da rea-
ção do vermelho neu.tro, relataremos aquí os
resultados obtidos nas reações efetuadas se-
gundo a tecnica inexacta, a que nos referimos,
e que apresentaram, apezar disso, conclusões
conformes ao quadro clinico dos correspon-
dentes casos.
Abaixo, vão reunidos quatro casos. Na pri-
meira coluna, v(~em-se as leituras fotometricas,
anteriores á adição da solução do corante. Na






Despertam, para logo, a atenção, á simples
observação desse quadro, as leituras fotome-
tricas do sôro. Realmente. Si as comparar-
mos com as correspondentes á primeira série
de observações, verificaremos que SãD todas
muito menos elevadas. Cumpre assinalar que,
nesses casos, não se notava a menor tonalida-
de rosca, indicativa de hemoglobinização do
sôro. Esta discordancia deve ser atribuida á
maior turvação dos sôros, dependentes de fa-
tores que escaparam a urna rigorosa interpre-
tação (18).
Não nos parece admissivel que o aumento
da absorção de luz tenha sido notavelmente
influenciado pelas variações de côr do sôro,
pois que, si assim fosse, tais variações se-
riam perceptiveis a olho nú (19).
Além disso, nos casos da primeira sene,
conquanto se tivessem observado variações da
côr habitual dos sôros, todos eles límpidos,
j amais se verificaram leituras tão pouco ele-
vadas.
Outro fato curioso é a redução paradoxal
da absorção de luz, que se observa, após
a adição da solução de vermelho neutro, em
dois dos casos desta ultima série.
No segundo caso, por exemplo, a leitura do
sôro foi de 52, o que indica já regular absor-
ç~io de luz; seria de esperar que a solução de
vermelho neutro adicionada acentuasse, ainda
mais, a referida absorção, dando como resul-
tado uma leitura fotometrica, inferior a 50,
indice de reação positiva. Tal n5.0 se deu;
e a leitura, depois da adição do corante, foi
de 64. Ora, no fotometro, de maneira geral,
a leitura do tambor é inversamente proporcio-
nal á espessura das cubas e á intensidade da
turvação e da côr do liquido em exame. Nos
casos referidos, houve, pois, redução da ab-
sorção de luz.
Constata-se, ainda, que tal redução se ve-
rificou, apenas, em casos com reações negati-
vas (20).
Como explicar essa redução paradoxal?
A dissolução maior do sôro, pela adiç5.0 de
liquido, é insuficiente para explica-la, por-
qnanto o liquido acrescentado, além de o ser
em pequena q'uantidade (0,26 c. c.), deveria
contribuir, pela maior intensidade de côr que
comunica ao sôro, para reduzir a porcentagem
de luz que o atravessa.
Modificações da solução coloidal de verme-
lho neutro, em relação c.om o Ph. do sôro
(floculação paralela ás modificações da côr,
ao deslocar-se o Ph. de 6,8 a 8) constituem in-
terpretação poucoprovavel, não sómente pe-
las pequenas variações do Ph do sôro, como
porque, além disso, a maior floculaçâo do co-
rante coincidiria exatamente com os casos de
reação negativa.
Outra interpretação digna de estudo é a
que se relaciona CDm a precipitação do coran-
te, que, em so:uções de Ph acima de 7, "atua
como si fôra um acido, precipitando-se em es-
tado de base e diminuindo, por consequencia,
o Ph até aproximadamente 7, ap'ós o que fica
em solução com a sua côr vermelho neu-
tro" (21).
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Ora, o sôro possue Ph acima de 7; desta
sorte, tal precipitação poderia constituir a ex-
plicação do fenomeno em apreço, -. o que nos
parece, porém inadmissivel, porquanto a tur-
vação seria maior justamente nas reações ne-
gativas, com poder tampão normal, o que já
não corresponderia ás condições dos casos es-
tudados (22).
Ainda outra hipotese se nos depara, segun-
do a qual a adição do vermelho neutro pro-
duziria, pelas modificações fisic.o-quimicas
que acarreta, redução da turvação do sôro.
Tais modificações fisico-quimicas, determinan-
do alterações no estado de suspensão, no sôro,
de substancias coloidais nele contidas, tra-
riam como conseqltencia uma suspensão de
dispersão mais fina, com redução da absor-
ção de luz. Este fenomeno estaria, ao mesmo
tempo, soh a dependencia da quantidade da so-
lução do corante empregada, e, talvez, de um
estado fisico particular das substancias de na-
tureza coloidal do sôro, cujas reações fica-
riam alteradas, segundo as circunstancias e o
acrescimo do corante.
Observámos a redução da absorção de luz
sómente em casos, nos quais a reação foi efe-
tuada, segundo a técnica inexata já referida,
e nos quais, portanto, utilizámos unicamente
0,22 c.c. da solução de vermelho neutro, em
2 cc. de sôro. O corante foi, consequente-
mente, u.sado em quantidade bastante inferior
á em que deveria ter sido empregado. Além
disso, em um caso de reação negativa, execu-
tada de acordo com a técnica correta, verifi-
cámos elevação paradoxal da leitura fotome-
trica, ao repetirmos a reação com a adição da
mesma quantidade do corante, porém a 2 cc.
de sôro.
Eis o respectivo resultado:
SORO ROFFO ROFFO(2 c.c.)
78 65 80 (23)
Tendo constatado a referida redução só-
mente em reações negativas e ainda unica-
mente em presença de fraca concentração de
vermelho neutro, devemos supor a existencia
de uma relação entre a redução da absorção
de luz e a escassa quantidade de excesso de
vermelho neutro em solução.
A pequ.enez do excesso aludido teria sido o
resultado da técnica inexata empregada e da
capacidade tampão normal dos sôros (reações
negativas). Desta sorte, as simples varia-
ções do excesso de vermelho neutro em solu-
ção explicariam todos os fatos observados. Em
realidade, porém, tal interpretação não é com-
pleta.
N as reações positivas, a adição de 0,22 cc.
da solução do corante produz maior excesso
de vermelho neutro, em solução, em virtude
da propria condição dos sôros, cuja capaci-
dade tampão se encontra reduzida, o que po-
deria, em parte, compensar, na leitura fotome-
trica, pela maior intensidade de côr, a redu-
ção da turvação.
Nesses casos, entretanto, parece-nos que se-
ria de esperar uma desproporção entre as di-
ferenças de absorção de luz provocadas res-
pectivamente pelo acrescimo de 0,22 cc. c de
0,26 cc. da solução do corante a 1 cc. e a 2
cc. de sôro, desproporção que, verificada em
uma reação negativa, não se apresentou em
dois casos, um de positividade, outro de resul-
tado duvidoso da reação.













70 (2 cc. + 0,22)
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Veja-se o quadro abaixo:
Outro fato curioso, ainda, é o que se obser-
va no seguinte quadro:
Reações negativas I Reações duvidosas
Sôro Roffo I Sôro I Roffo
-·~~·~·~·~~-~-T--50
85 60 I ~~ I :~
A intensidade de côr sendo a mesma nas tres
reações, bem é de ver-se que as desigualdades
das leituras anteriores á adição do corante po-
deriam encontrar explicação na diversidade de
turvação dos sôros.
Ainda se poderia admitir a influencia de ca-
pacidades tampão diversas, mas, num e noutro
caso, a importancia da turvação do sôro, no
test fotometrico da reação, é, por assim dizer,
inegave1.
As variações de côr do sôro podem pratica-
mente ser desprezadas, dadas as suas peque-
nas modificações, exceto em certas condições
anormais, e porque a tonalidade amarelada ha-
bitual do sôro deveria ser apenas intensificada
pela coloração que o vermelho neutro comu-
nica ao sôro nas reações negativas.
Nas reações que atingem o limiar da posi-
tividade, e em algumas reações negativas, a
referida desigualdade não se apresenta ou é
menos acentuada.
RoffoRoffo (2 cc. + O,26cc.)Sôro
Sôro 90
Roffo 74
Roffo (2 cc. + 0,26) 82
Comparem-se os casos seguintes:
Ha, tamhem, reações negativas, sem elevação
paradoxal da leitura fotometrica, como o de-
monstram os dados abaixo:
Havendo, pois, em algumas reações negati-
vas, redução paradoxal da absorção de luz, j a-
mais observada em reações positivas e sendo
tal redução possivelmente indice de alterações
de ordem físico-quimica, provocadas no sôro
pela adição de vermelho neutro, mas em rela-
çãó com determinado estado de substancias de
natureza coloidal em suspensão no sôro, duas
hipoteses se nos afiguram aceitaveis na aplica-
ção destas conclusões ás reações positivas: es-
tas dependeriam exclusivamente de modifica-
ções de côr, o qUe constitue hipotese provave1,
ou, então, se admitiria a existencia de um es-
tado especial tambem, mas inverso, de substan-
cias coloidais do sôro, peculiar, mas não ex-
clusivo, aos estados cancerosos, o qual, pelo
acrescimo da solução de vermelho neutro, con-
duziria a uma suspensão de dispersão mais
grossa, com aumento de absorção de luz. Nes-
te caso, o maior excessü de vermelho neutro em
solução não compensaria e, sim, reduziria, ain-
da mais, a leitura fotometrica.
A ultima suposição estaria de acordo com
alguns resultados obtidos na primeira série de
observações e pelos quais verificámos, em sô-
ros que forneceram leituras fotometricas di-
versas, identicos resultados, ao fotometro


















A maior redução da absorção de luz coinci-
de, nesses casos, com menor leitura fotometri-
ca anterior á reação. Assim, pois, é provavel
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que a redução paradoxal assinalada nos casOS
de reações negativas e nas quais osôro apre-
senta absorção de luz mais acentuada do que
a habitualmente constatada, seja consequ.encia
do estado particular já aludido· de substancias
coloidais contidas no sôro.
Nas reações positivas, poder-se-ia admitir
o inverso: sôros com reduzida absorção de luz,
- o que corresponde, aliás, aos casos obser-
vados, - por alteração contraria de substan-
cias coloidais do sôro, á qual sucederia, após
a adição do corante, maior absorção de luz,
em virtude de coloração mais intensa e de mo-
dificação do estado de suspensão, no sôro, das
ditas substaneias, com tendenda a uma dis-
persão mais grossa.
Nas reações positivas, haveria, pois, ou só-
mente a modificação da intensidade de côr,
ou a sinergia dos fatores côr e turvação, ten-
dendo a aUmentélr a absorção de luz, enquanto
que, nas negativas, o efeito, por vezes alltago-
nico, dos referidos fatores, seria responsavel
pelas maiores variações das diferenças consi-
deradas.
As reações fortemente positivas, com leitu-
ras fotometricas abaixo de 10, constituem ain-
da apoio á hipotese acima discutida. Si, com
efeito, adicionarmos, 0,26 cc. da solução de
vermelho neutro a 1 cc. de agua destilada, ob-
teremos, no fotometro, leituras superiores a
10. Ora, estas devem representar a intensida-
de maxima de cor e, no entanto, ha reações
com leituras fotometricas ainda menos eleva- I
das.
O acrescimo do corante ao sôro nunca po-
derá provocar intensidade de côr identica á
obtida pela adição do mesmo a igual qtk1.nti-
dade de agua destilada, porquanto parte do co-
rante sofrerá transformação relativa ao esta-
do da capacidade tampão do sôro. Assim, pois,
nessas condições de positividade tão acentuada,
ao lado da côr, mede-se tambem a turvação do
sôro. Além disso, si nesses casos, a leitura foto_
metrica do sôro acusar tão pouca absorção de
luz, como a que apresentaram, em noó;sas obser-
vações, os casos que se aproximam do limiar da
positividade, esses resultados, muito pouco ele-
vados, devem depender da ação simultanea da
côr e da turvação sobre a absorção de luz.
O estudo comparativo dos resultados forne-
cidos pelos dois tests, propostos por Roffo, in-
felizmente não nos foi possivel realiza-lo; por
ele certamente se poderia verificar a influen-
cia real ou puramente hipotetica da turvação
do sôro, no resultado fotometrico da reação.
E ainda quando tudo não passasse de sim-
ples suposição, decorreria destas observações
que o estado de limpidez de sôro, não só em
relação á presença de hemólise, como á de
simples turvação, constitue elemento da maior
importancia, a ser considerado, sempre que fôr
efetuada no fotometro gradual da Pulfrich a
verificação do sinal e do gráu. de positividade
da reação de Rof fo.
VI
O desejo de prestar homenagem a Roffo
levou-nos á observação dos fatos referidos,
cuja interpretação não nos foi possivel averi-
guar de modo seguro, mas que, esperamos, se-
rão em breve esclarecidos, si outros investiga-
dores, com maior autoridade e mais elevadas
qualidades cientificas, se decidirem a procurar
a solução de tão interessante problema.
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